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Denaturing treated cat plasma were separated by contains of denaturant micro two
dimensional polyacryleamide gel electrophoresis.
There are appeared a lots of polypeptide spots in low molecular zone more than Alb, and
individual difference were found in plasma Hpα､ βchain and Fibrinogen ychain.
近年の生命科学領域は､ DNAの塩基配列の解読が進められ､これからはプロテオーム(ゲノムか
ら個々のタンパク質への情報の流れを明らかにし､発現している全てのタンパク質の構造と生理学的
機能を明らかにし､生体機能の再構成をめざす研究)の時代と言われている1､2)｡
プロテオームデーダーベースとして多くの細胞や組織のポリペプチドデータベースが報告されてい
る｡これらはいずれも変性条件でタンパク質の立体構造を壊し､構成ポリペプチド鎖を1本ずつば
らばらにした状態で2次元ゲル電気泳動にかけた結果である3)｡
筆者らは､ネコ血柴タンパク質を未変性ゲルで電気泳動を実施し､タンパク質の個体差(生理的､
遺伝的多型性)を兄いだし､さらに､ 1次元目の未変性ゲルを2-ME処理し､ SDSを含んだ2次元
目のゲルで電気泳動し､ポリペプチドマップを観察しIgGのH鎖の個体差を兄いだしている｡
今回は､ネコ血柴のプロテ-ム解析を目指し､ネコ血柴を変性剤による処理を施し､変牲ゲルでの
2次元電気泳動を実施したところ､興味ある知見を兄いだしたので報告する｡
1.実験材料および方法
ネコ血柴は､疾病の治療および検査で動物病院に来院したネコの検査終/後の血柴を凍結保存した
ものを用いた｡
血柴の変性剤による処理は､ネコ血柴4pl)ットルと8pリットルの試料溶解液腺素5.7g､ NP
-40 (Triton-Ⅹ) 0.2g､ Ampholine pH3-10, 0.1ml､ Ampholine pH5-8, 0.4m1､ 2-ME 0.5ml
を蒸留水で10mlとする)を混合し､室温で20分間処理して実施した｡ミクロ2次元電気泳動は､
直径1mm､長さ34mmの1次元Hのゲルには､尿素2.75g､アクリルアミド(28.4-1.6)溶波O.65
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ml､ NP-40, 10%溶液1.0m1､ 0.14%APS 1.Oml､AmpholinepH4-6,50pリットル､Ampholine
pH4.5-5.4,50pリットル､AmpholinepH3-10,200トLリットル､およびTEMEDIOpリットルで
作製したゲルで電気泳動し､ガラスカラムから取り出したゲルを5% 2-MEに浸し､室温で20分間
処理しタンパク質のS-S結合を切断した｡さらに､このゲルを0.1%SDSを含んだアクリルアミド
濃度勾配4-17%ゲル(38Ⅹ45Ⅹ1mm)で電気泳動し､トリクロール酢酸で固定後､クマシーブリ
リアントブルーで染色し､過剰染色は脱色し､ネコ血柴のポリペプチド鎖の観察を実施した｡
2.実験結果および考察
ネコ血柴のミクロ2次元電気泳動によるタンパク質マップは図1に示す通りである｡右図のIgG
の下にフイブリノ-ゲンが高濃度に検出されている4)0
ネコ血柴を1次元目に通常の等電点電気泳動したのち､ 5% 2-ME処理を施し､ラウリル硫酸ナト
末変性の血祭を1次元目等電点､
2次元目6-13%濃度勾配ゲル
で電気泳動した｡
右側の試料には､ハブトグロビ
ンのα鎖､ β鎖およびIgGの下
にフイブリノーゲンのスポット
が見られる｡
図1.ネコ血費タンパク質マップ
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図2.ネコ血祭のポリペプチドパターン
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図3.ネコ血祭のポリペプチドマップ
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右側の試料では､ Albより低分
子域のポリペプチドスポットに､
ハブトグロビンのα､ β鎖およ
びフイブリノーゲンのα､ β､†
鎖が明瞭に観察される｡また､
別の小スポットにも､差異が見
られる｡
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リウム(SDS)を含んだゲルで2次元展開したミクロ2次元電気泳動によるポリペプチドパターン
は､図2に示す通りである｡右側の試料では､ IgGのH鎖の下にフイブリノ-ゲンのスポットが観
察出来る5)0
そして､今回の実験で得られた､ネコ血柴の変性条件でミクロ2次元電気泳動したポリペプチド
マップは､図3に示す通りである｡すなわち､ Albはほとんど変化せずに検出され､他のタンパク質
(ポリペプチド)に変化が観察され､ Albよりも酸性よりの低分子領域に約20個のスポットパター
ンが検出され､スポットの濃度差､数の違い(個体差?)が数ヶ所に観察され､ Hpのβ鎖およびフ
イブリノ-ゲンの†鎖など未変性ゲルで顕著な個体差を兄いだしていたタンパク質のポリペプチド鎖
の個体差も容易に判定できる｡
今回は､余り多くのポリペプチドの個体差を明らかに出来なかったが､臨床的に有意な差のある検
体を用いて､ポリペプチドのスポットパターンを推定することも､ある意味では確実なポリペプチド
スポットの確認法として利用できる事になり､従来の電気泳動法との関連もより深く理解できる6)｡
ヒト血祭では､ 2000年当時､すでに1000-4000個のスポットを検出し､ 85,129ポリペプチドに
ついて､等電点､分子量､ポリペプチドの名称､アミノ酸配列-､元のタンパク質の名称などを明ら
かにされている｡他種の動物についても､多くの検討が進められているが､ヒトの域にまではまだ達
していないのが現状である2､7､8)0
筆者らのネコ血柴の変性剤の処理法あるいは1次元目､ 2次元目にミクロ2次元電気泳動装置を用
いた結果が不十分かと考え､ 90×90mmのミニゲルを用いて実施したが､ミクロゲルとそれほど変
わった結果は得られず､ミニゲルでの検討は断念した｡
未変性ゲルで示しているタンパク質の多型性は､等電点電気泳動法､ミクロ2次元電気泳動法に
より多型形質で多様性を兄いだしているが､変性した試料を変性ゲルー変性ゲルでポリペプチドとし
て観察すると､それらの差異はかなりかすんでしまう感がする｡遺伝的､臨床的な個体差を兄いだす
には､従来の未変性ゲルや1次元目は未変性､そして2次元日にSDSを含んだゲルでポリペプチド
マップを観察する方が､個人的には面白いのではないかと思われる｡時代の流れと逆行する様な気も
するが､余り細かく細分化して見て行くと全体を見忘れてしまいそうと考えるのは古いのかも知れな
いが､遺伝的､生理的差異については､ 1次元目の等電点をマルチフォータイプの平面ゲルを使用し､
より細かい分析を行い､その上で通常の2次元展開し､タンパク質マップを観察することでより
詳細な個体差を兄いだす方が良いのではと考え､今後の課題として検討して行く予定である｡
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